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Abstract (Basic) : EP 242300 A 

New anti-non-A-non-B-hepatitis (NANBH) antibody (Ab) consists of. 
IgM isolated from serum of monkeys artificially infected with faecal 
extracts of patients suffering from the disease. Also new are (1) 
reagnets for detecting NANBH consist ig of Ab bonded to a solid support 
and (2) IgG, derived from patients recovering from NANBH, labelled with 
an enzyme. 

Faeces are extracted with phosphate-buf f ered saline (PBS) cong. 1% 
bovine serum albumin, then centrifuged and the clarified extract 
filtered, reacted with IgM from infected monkeys and centrifuged again. 
The pellet is suspended in PBS and dialysed then diluted to a 10% 
extract concn. The .di luted prod, is administered orally to monkeys as a 
2 ml dose, and serum recovered from the infected animals after 27 days. 
The serum is chromatographed on 'Sephadex G-200 1 (RTM) using j>H8 
Tris/O.IM NaCl buffer and the isolated antibodies fixed to PVC plates 
by incubation (as a 50 microg protein/ml soln.) for 18-24 hr. at 4 deg. 
C. The plates are then covered with PBS contg. 0.1% BSA and 0.1% f Tween 
20 1 (RTM). The IgG fraction was recovered by chromatography of the 
convalescent serum on DEAE-Trisacryl, then labelled with 
beta-galactosidase . 

USE - Ab and the specified IgG are useful for diagnosis of NANAH, 
e.g., where this has been transmitted following a blood transfusion. 
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Abstract (Equivalent) : EP 242300 B 

New anti-non-A-non-B-hepatitis (NANBH) antibody (Ab) consists of 
IgM isolated from serum of monkeys artificially infected with faecal 
extracts of patients suffering from the disease. Also new are (1) 
reagents for detecting NANBH consisting of Ab bonded to a solid support 
and (2) IgG, derived from patients recovering from NANBH, labelled with 
an enzyme. 

Faeces are extracted with phosphate -buf f ered saline (PBS) cong. 1% 
bovine serum albumin, then centrifuged and the clarified extract 
filtered, reacted with IgM from infected monkeys and centrifuged again. 
The pellet is suspended in PBS and dialysed then diluted to a 10% 
extract concn. The diluted prod, is administered orally to monkeys as a 
2 ml dose, and serum recovered from the infected animals after 27 days. 
The serum is chromatographed on 'Sephadex G-200" (RTM) using pH8 
Tris/O.IM NaCl buffer and the isolated antibodies fixed to PVC plates 
by incubation (as a 50 microg protein/ml soln.) for 18-24 nr. at 4 deg. 
C. The plates are then covered with PBS contg. 0.1% BSA and 0.1% 1 Tween 
20 1 (RTM). The IgG fraction was recovered by chromatography of the 
convalescent serum on DEAE-Trisacryl , then labelled with 
beta-galactosidase . 

USE - Ab and the specified IgG are useful for diagnosis of NANAH, 
e.g., where this has been transmitted following a blood transfusion. 
Dwg. 0/0 

Abstract (Equivalent) : US 4871659 A 

Process for the diagnosis of epidemic non-A, non-B hepatitis 
infection comprises isolation of IgM from the serum of a monkey which 
has been infected with the virus; prepn. of a purified IgG, labelled 
with an enzyme, from the serum of a patient convalescing from the same 
infection; incubation of the IgM with a fecal extract from the subject 
for diagnosis, at 37 C for 1 h; incubation of the resulting 
immunological complex with the enzyme -labelled IgG, when the complex 
binds with the IgG; and assessment of the enzyme activity of the 
complex or mother liquor, using a suitable enzyme substrate. 

USE - The process is specific and an accurate diagnostic method. 
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@ Nouveau reactif pour la detection d'hepatites vlrales non-a non-b et precede de diagnostic de telles hepatites par vole 
Immunoenzymatlque. 

@ Antlcorps anti-NANBH (anti-hepatite non-A non-B) consti- 
tue par des tgM isolees de serums de singes fnfectes 
artrflciellement par des extratts de feces de patients connus 
pour etre attaints d'hepatites NANB epldemique. 

Procede d'isolement d'un tel anticorps. 

Reactif pour la detection d'hepatites NANB epidemlques, 
comprenant tes IgM anti-NANBH precttees, fixees sur des 
supports solides. 

Application de ce reactif de detection dans une methode de 
diagnostic d'hfipatites viraies NANB epidemlques. 
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Description 

NOUVEAU REACTIF POUR LA DETECTION D'HEPATITES VIRALES NON-A NON-B ET PROCEDE DE 
DIAGNOSTIC DE TELLES HEPATITES PAR VOIE IMMUNOENZYMAT1QUE 

La presente invention est relative a un nouveau reactif pour la detection d'h6pafrtes virales non-A non-B et a 

5 un proc§d£ de diagnostic de telles hepatites par voie immunoenzymatique. 

Les hepatites non-A non-B sont d&finies comme 6tant des hepatites infectieuses virales qui ne peuvent etre 
attributes ni au virus de l'h§patite A (HAV), ni au virus de Thtpatite B (HBV), ni k d'autres virus hepatotropes 
humains connus tel que le Cytomegalovirus, le virus d'Epstein-Barr ou (e virus de lafievre Jaune. Les hepatites 
non-A non-B semblent §tre un groupe d'affections dues k pfusieurs virus differents. 

10 En Europe de I'Ouest et en Amerique du Nord, 95<>/o des hepatites post-transfusionnelies sont dues k des 
agents infectieux qui se transmettent par voie parenterale, de la meme fa9on que ('hepatite B v comme le 
rapportent E.TABOR [Lancet, 1985, i : 743-745J et D.G. Wong et al [Lancet, 1980, ii : 876-879]. 

Des donnees 6pId£miologiques r6centes ont mis en Evidence I'existence de formes de NANBH qui se 
transmettent comme I'hSpatite A, c'est-a-dire par voie fecale-orale et pratiquement jamais par transfusion. 

15 Plusieurs epidemies de ce type ont et§ rapportees (M.S., Baiayan et al; Intervirology, 1983, 20 : 23-31 - E.H., 
Belabbes et al; J. Med. Virol., 1985, 16 : 257-263 - M.A., Kane et al; JAMA 1984, 252 : 3140-3145 - M.S., Khuroo; 
Am. J. Med., 1980, 68 : 818-824). Ces gpfdemies sont d'orlgine hydrique, avec un mode de transmission 
fecal-orai et des particules virales de 27 nm ont §t6 observes par microscope eiectronique d'echantillons 
obtenus a parb'r de feces de malades (M.S., Baiayan et al; Intervirology, 1983, 20 : 23-31 - M.A., Kane et al; 

20 JAMA, 1984, 252 : 3140-3145). 

Comme on le sait, les virus d'h6patites non-A non-B sont k 1'origine d'affections hepatiques graves telles 
que cirrhose du foie, carcinome hepatocellulaire non etabli et analogues, en sorte que ridentiflcation de ces 
virus et (a detection du systeme antigene-anticorps associe a ces virus est de la plus haute importance pour la 
realisation d'un diagnostic precoce et I'instauration raplde d'une prophylaxie approprtee. 

25 Les rgactifs et les m6thodes de diagnostic proposes jusqu'4 present concement essentiellement la 
defection de i'antigene assocte k un virus d'hepatrte non-A non-B transmis a ['occasion de transfusions 
sanguines. 

C'est ains? que SHIRASHI et Al. [The Lancet, 21 Octobre 1978, p. 853-856] ont d6tect§ chez des fitres 
humains atteints d'hepatite non-A non-B consecutive k une transfusion, un systeme antigSne-anticorps, par 

30 contre-6lectrophor£se, et que la demande Internationale PCT publiee sous le num&ro 80/02598 deposee le 20 
Mai 1980 en revendiquant une priorite US no 040921 du 21 MAI 1979, a fait application des travaux de 
SHIRASHI et AL, en revendiquant un test immunologique de detection d'un antig&ne assocte k une h§patfte 
non-A non-B (NANBH), dans lequel on fait r6agir un dchantillon de s6rum d'un mammff&re suppose attaint, 
avec un anticorps provenant du serum d'un mammrfere donneur que Ton sait porteur d'une infection par 

35 NANBH et Ton detecte la presence de I'antigfcne de NANBH soit indirectement par rintermediaire de 
rimmunoprgcipftine formee par contre-electrophordse, soit par des m§thodes directes telles que 
radioimmunoessai, diffusion en gel de g&lose, hemagglutination passive, agglutination sur latex, fixation du 
complement ou test EUSA. 
Par ailleurs, la Demande Internationale PCT no WO 82/00205, decrit une particule virale de 50 k 60 nm de 

40 diametre qui possede un noyau d'environ 40 nm de diametre et qui serait Tagent causal d'une h§patlte non-A 
non-B. Quatre 6chantiIlons contenant cette particule virale ont 6t6 deposes k la "American Type Culture 
Collection" sous les numeros VR-2011, VR-2012, VR-2013 et VR-2014. 
Les particules decrites peuvent etre radiomarqu6es pour etre utilisies dans un test de detection. 
D'autres Auteurs ont cherche a isoler I'antigene associe k la NANBH et k utfllser cet antigene isol6 pour 

45 preparer un reactif de diagnostic des infections provoqu6es par le virus de rh6patite virale NANB. En 
particulier le Brevet Francais TREPO 81 06385 du 30 Mars 1981 isole un nouvel antigene de NANBH par 
ultracentrifugation de serums ou cf extraits de foie, traitement du culot de centrifugation par un detergent non 
fonique, puis fractionnement pour Isoler les fractions contenant de Pantigdne NANBc purifte (eventuellement 
suM d'un traitement par un dStergent ionique pour isoler PAgNANBe) ou, selon une variante ce Brevet 

50 Francais propose, aprds avoir ^limine, comme ci-dessus, les particules virales eventuellement prdsentes, par 
ultracentrifugation, d'Sliminer les gammaglobulines, de concentrer PAgNANBe par precipitation, de 
chromatographler les fractions concentrees contenant PAgNANBe sur un support sur lequel est fixee de 
Pheparine, et de recueillir PAgNANBe dans les eluats. Les reactifs de diagnostic conf ormes au Brevet Francais 
TREPO comprennent un support solide sur lequel est fix6 au moins un antigdne NANBc, NANBe ou NANBs 

55 et/ou au moins un anticorps spScifique anti-NANBc, anti-NANBe ou antf-NANBs; dans le cas particulier du 
reactif de diagnostic dont le support porte des anticorps antHgammagiobuiines humaines), I'antigene est 
separe du support et ne peut eventuellement etre fix& que par rintermediaire des anticorps correspondants du 
serum k tester, slls sont presents. 
De m§me, (a Demande de Brevet Europeen EISAI publiee sous le numSro 66 296 et depos§e le 2 Juin 1982 

60 en revendiquant une priorite Japonaise du 2 Juin 1981, decrit i'isolement d'un antigene associe k ('hepatite 
NANB, par purification a partir de foie preleve par autopsie de malades decedes d'hepatite NANB, par des 
methodes classiques de fractionnement de proteines, y compris Pultracentrifugation. et d&init cet antigene 
par ses proprietes physicochimiques; I'antigene selon cette demande de brevet European est conjugu6 k une 
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substance qui peut consister en des particufes de support convenant a I'hemaggiutination passive telles que 
les erythrocytes de mouton, des isotopes traceurs pour les radioimmunoessais ou des enzymes convenant a 
la realisation du test EUSA. 

II ne semble cependant pas que Ton ait propose a ce jour des moyens perrnettant I'ldentification d'un 
systeme antigene-aftticorps associe a une forme epidemique d'hepatite NANB. 5 

La presente invention a pour but de pourvoir a un reactif propre a permettre la detection d'hepatites virales 
NANB epidemiques et a un procede de diagnostic mettant en oeuvre ce reactif. 

La presente invention a pour objet un anticorps anti-NANBH constitue par des IgM isolees de serums de 
singes infectes artificiellement par des extraits de feces de patients connus pour etre atteints d'hepatite 
NANB epidemique. w 

La presente invention a egalement pour objet un procede d'isolement d'un anticorps anti-NANBH a partir de 
serums de singes artificiellement infectes par ingestion d'extraits de feces de patients atteints d'hepatite 
NANB epidemique, caracterise en ce que lesdits serums sont traites par chromatographie sur coionne de get 
de dextrane dans du tampon Tris-NaCI 0,1 M, pH 8,0, pour Isoler des IgM anti-NANBH. 

Selon un mode de mise en oeuvre du procede d'isolement des IgM anti-NANBH conforme a la presente 15 
invention, les serums de singes artificiellement infectes mis en oeuvre sont des serums pr6leves a partir du 
27eme jour apres I'inoculation. 

La presente invention a en outre pour objet un reactif propre a permettre la detection d'hepatites virales 
NANB epidemiques, qui est caracterise en ce qu'il comprend des IgM anti-NANBH fixees sur des supports 
solides et notamment sur des plaques de PVC. 20 

La presente invention a egalement pour objet un procede de preparation d'un reactif propre a permettre la 
detection d'hepatites virales NANB epidemiques, qui est caracterise en ce que les IgM anti-NANBH isolees 
conformement a ('invention sont fixees sur des supports solides et notamment sur des plaques en PVC, par 
contact des IgM a des concentrations de I'ordre de 50 \xq de prolines par ml de PBS, avec lesdits supports 
solides, pendant 18 a 24 heures a 4°C. 25 

Selon un mode de mise en oeuvre du procede de preparation d'un reactif de detection d'hepatites virales 
NANB epidemiques conforme a ('invention, les plaques de PVC revenues d'lgM anti-NANBH sont ensuite 
enduites d'une couche de PBS contenant 0,1<Vb de BSA et de 0,1 0/0 de Tween 20". 

La presente invention a en outre pour objet une methode de diagnostic d'hepatites virales NANB 
epidemiques, caracterisee en ce que !e reactif de detection constitue par les plaques enduites d'lgM est 30 
incube avec des extraits de feces pendant 1 heure a 37° C, puis avec des fractions d'lgQ purifiees a partir de 
serums de patients convalescents de NANBH epidemique et marquees par une enzyme, en presence d'un 
substrat revelateur approprie. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere de la methode de diagnostic conforme a I'invention, les fractions 
d'lgG sont marquees a la p-galactosidase et le substrat revelateur approprie est de preference constitu6 par 35 
I'orthonitrophenyl-P-D-gafactopyranoside. 

La presente invention a egalement pour objet des IgG marcuees par une enzyme destinees a dtre utilisees 
en association avec les IgM anti-NANBH conformes a I'invention, pour la detection d'une hepatite vlrale NANB 
epidemique, lesquelles IgG sont caracterisees en ce qu'elles proviennent de serums de patients 
convalescents d'hepatites NANB epidemiques. 40 

La presente invention a encore pour objet un procede d'obtention de ces IgG qui consiste a purifier des 
serums de patients convalescents de NANBH epidemique, par chromatographie sur colonne de 
DEAE-Trisacryl, puis a marquer les IgG isolees de la sorte, par des methodes connues en elles-memes, par 
une enzyme appropriee, de preference par la p-galactosidase. 

Outre les dispositions qui precedent, I'invention comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront de 45 
la description qui va suivre. 

L'invention sera mieux comprise a Paide du complement de description qui va suivre, qui se refere a un 
exemple de mise en oeuvre du procede objet de la presente invention. 

II doit Stre bien entendu, toutefois, que cet exemple de mise en oeuvre est donne uniquement a titre 
d'illustration de I'objet de I'invention, dont II ne constitue en aucune matiere une limitation. 60 

EXEMPLE 

1 - Determination du caract6re NANB du virus d'hepatite utilise comme matlere premiere 

Des echantillons de serums ont ete preleves chez 37 patients presumes atteints d'une hepatite viraie NANB 55 
aigOe epidemique, dans la zone de TORTIYA, en COTE DWOIRE, au cours de la premiere semaine de la 
jaunisse. 

Ces echantillons ont ete soumis aux tests de detection suivants dans le but d'etablir avec certitude le 
caractere NANB du virus : 

- tests de detection du virus de I'hepatite A et du virus de I'hepatite B a I'aide des kits ELISA disponibles dans 60 
le commerce en provenance de ABBOTT Laboratories (CHICAGO, ILLINOIS), a savoir : 
. test HAVAB pour la detection des IgM ou des IgG anti-virus A, 
. test "AUSZYME" pour fa detection d'AgHBs, 
. test HBe-EIA pour la d6tection d'AgHBe, 

. test "CORZYME" pour le dosage des anticorps totaux dfriges contra la capside du virus de I'hepatite B, 65 
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. test "CORZYME M" pour !e dosage des IgM specrfiques dirigees contre la capside du virus de I'hepatite B, 
. tests immunoenzymatiques selon SCHMITZ et Al [J. Gen. Virol., 1980, 50 : 59-68 ] pour le dosage des 
anticorps diriges contre le CMV, 

. dosage des IgM dirigees contre ie virus d'Epstein-Barr par immunofluorescence selon GARDNER et Al. dans 
5 "Rapid virus diagnosis : application of immunofluorescence 0 , BUTTER-WORTHS Ed. LONDRES, 1980, 
p. 276-278, 

. dosage des IgM anti-fievre Jaune par immunocapture selon la technique de LHUILUER et Al. Ann. Virol. (Inst. 

Pasteur). 1983, 134E, p. 349-359. 
Les 37 echantiHons de serums testes provenant de patients presumes atteints de NANBH comprenaient 
10 tous des anticorps anti-VHA, mais aucun ne contenait d'anticorps specrfiques anti-VHA de la classe des IgM. 

32 serums sur 37 possedaient des anticorps anti-HBc (anticorps diriges contre I'antigene de capside du virus 

de ('hepatite B), mais aucun n'avait d'anticorps specrfiques anti-HBc de la classe des immunoglobulines IgM. 

Deux malades avaient un test positif dans la detection de I'antigene de surface de I'hepatite B (AgHBs), mais 

aussi un test negatif dans fa detection de I'antigene AgHBe propre a Thepatite B. 
15 Ces resuftats serologiques excluaient que les virus de I'hepatite A ou de I'hepatite B soient la cause de 

I'epidemie dont les malades susdrts etaient victimes. II n'a pas non plus ete trouve d'anticorps specrfiques de 

fa classe des IgM, anti-CMV, anti-virus Epstein-Barr ou anti-fievre Jaune. 

2 - Preparation d'extraits de feces 

20 2.1. Des echantiHons des selles de 10 malades (sur les 37 sujets) ont ete preleves les premiers jours apres 
rapparition des symptdmes de la maladfe. lis ont servi a la preparation d'extraits de feces a 10% dans du PBS 
contenant Wo de serum-albumlne humaine. Ces extraits de feces ont ete homoge neises, puis clarifies par 
centrifugation. 

22. Les extraits de feces clarifies ont ete filtres a travers un flltre millipore 0,45 ujti, puis a travers des fiitres 
25 constitues par des disques a membrane de type HA de 0,22 |im, apres quoi on les a fait reagir avec un volume 
egal de fractions IgM provenant de serums de singes infectes, comme decrit en 2.3. ci-apres, pendant 1 heure 
a 37° C, puis pendant une nuit a 4° C. Le melange reactionnel est centrifuge pendant 20 minutes a 20000 g et ie 
cufot est mis en suspension dans du PBS. Un aliquot de cette preparation est dlatyse contre de l'eau distillee, 
colore negativement par de I'acide phosphotungstique a pH 7,2, puis examine au microscope electronique 
30 SIEMENS. 

2.3. Les extraits de feces clarifies ont ete dilues dans l'eau a une concentration de 10P/b pour preparer un 
inoculum qui a ete administre a raison de 2 ml par voie orale a 4 singes africains anesthesies (3 Ceropithecus 
aethiops et 1 Erythrocebus patas). 

Des echantiHons de serums et de feces de ces singes ont ete collectes avant I'administration de ('inoculum et 
35 fe 27eme jour apres I'inoculation. 

3 - Preparation d'lgM anti-NANBH 

3.1 . Les IgM anti-NANBH ont ete isolees de serums de singes Infectes comme decrut en Z3. ci-dessus, par 
chromatographic sur "SEPHADEX G-200 B (gel d'agarose fabrique par PHARMACIA) dans du tampon 
40 Tris-NaCI 0,1 M, pH 8,0. 

3.2. Les IgM anti-NANBH isolees ont ete fixees sur des plaques en PVC (foumtes par NUNC-IMMUNO- 
PLATES, DANEMARK) par contact de ces plaques pendant 24 heures a4°C avec les IgM a une concentration 
de 50 jig de proteines/ml dans du PBS. Les plaques ainsi trartees ont ensuite ete revetues de PBS contenant 
0,1o/o de BSA et 0,1°/o de Tween 20 B . 

45 

4 - Preparation d'une fraction d'IgG pour I'identrfication du systdme antigene-anticorps associe a la forme 
epidemique d'hepatite NANB 

Une fraction d'IgG a et6 obtenue par purification de serums de patients convalescents de NANBH, par 
chromatographie sur colonne de DEAE-Trisacryl, puis les IgG purifiees obtenues ont ete marquees par de la 
50 P-galactosidase. 

5 - Test de diagnostic de la NANBH 

5.1. Des IgM isolees de serums de singes collectes prealablement a Hnoculation ont ete utilisees pour 
enduire des plaques de PVC destinees a servir de temoins. 

55 5.2. Des extraits de feces de patients dont on cherche a etablir le diagnostic d'hepatite NANB, prepares 
comme decrit en 2.1. ci-dessus (120 v/v) ont ete incubes sur des plaques enduites d'lgM anti-NANBH, 
comme decrit ci-dessus (en 3.2.), pendant 1 heure a 37° C, puis avec une fraction d'IgG (200 jig/ml) marquees 
a la p-gaiactosidase, obtenues comme decrit en 4 ci-dessus, en presence d'orthonitrophenyl-p-D-galactopy* 
ranoside comme substrat chromogene rev§lateur. 

60 5.3. Les IgM specrfiques isolees des serums de singes preleves le 27eme jour apres ('inoculation de ceux-ci, 
fixent de fapon specffique I'antigene present dans les feces de patients atteints I'hepatite NANB et I'antigene 
ainsi fixe est detecte par les IgG marquees par Tenzyme, comme decrit ci-dessus. 
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6 - Resultats 

Dans 5 sur 10 des extraits de feces preleves chez des malades presumes atteinls de NANBH, comme decrit 
en 2.1. ci-dessus, I'antfgene associe a ta NANBH a pu etre detecte, mais ne !a ete dans aucun des 30 extraits 
de feces provenant de patients europeens attefnts d'autres infections gastro-intestinales (cf. Tableau 
ci-apres). Tous les echantillons positifs lors du test immunoenzymatique utilisant des IgM isolees 27 jours 5 
apres rinoculation, avaient ete trouves negatifs dans le systeme temoin qui a utilise des IgM isolees de serums 
prele ves avant rinoculation. Lagglutination de particules probablement virales a ete observee au microscope 
electronique apres reaction de I'anticorps IgM isole de serums de 4 patients, avec des extraits de feces des 
m§mes patients. 

Comme le montre le Tableau ci-dessous. il n'y a pas de rapport serologique entre Tantigene de I'h6patite 10 
NANB epidemique present dans les feces de patients infectes et le virus de Thepatite A ou Tantigene de 
I'hepatite B. En effect ce Tableau montre les resultats obtenus dans le test immunoenzymatique de detection 
de la presence d'antigene NANB dans des echantillons de feces : 

3 des 4 anticorps IgM isoles de serums de singes infectes experimentalement, fixes sur une phase solide 
(plaque de PVC) fixent de facon specifique un antlgdne present dans les-echantillons de feces de patients 15 
presentant une forme epidemique d'hepatite NANB. 

Deux fractions d'lgG isolees de serums de patients convalescents d'une forme epidemique d'hepatite 
NANB sont et§ marquees a la p-galactosidase et utilisees comme revelateurs (* les resultats obtenus avec la 
2eme fraction sont paraileles a ceux obtenus avec la 1ere fraction). Les resultats reunis dans le Tableau sont 
exprfmes en rapport P/N (qui est le rapport absorption de rechantillon teste/absorption de la moyenne des 20 
temoins negatifs). 6 extraits de feces normales differents ont 6te utilises comme temoins n6gatlfs. Des 
resultats negatifs (P/N < 2,1) ont ete obtenus pour des tests temoins effectues sur des plaques revStues 
dMgM isolees de sdrums des singes prealablement a rinoculation de ces dernierrs. 
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TABLEAU 



DOSAGE IMMUHOENZYMATIQUE DE L' ANT I GENE ASSOC IE A 
UNE HEPATITE NANB EPIDEMIQUE 



10 


* 

EcTiantillon 
de feces 


Singe n* 1 


Singe n* 2 


Singe n* 3 


15 












1 


2, 18 


4 r 98 


2,1 


20 






6,20 






2 


2, 1 


o, 37 


3,13 ( 


25 






4,25* 


3,19 




3 


18,5* 


4,37 


3,36 


on 
ou 






4,66 






4 


6,06 


2,35 


2,1 


35 




17,7* 


3,25* 




40 


5 


2,1 


2,1 


non dose(n.d. ) 




6 


6,39 


5,20 


6,22 


45 


7 


2,1 


n.d. 


2,1 


50 


8 


2,17 


2,1 


n.d. 




9 


2,1 


2.1 


n.d. 


55 


10 


2,1 


2.1 


n.d. 


60 


* Voir Section 


6 "Resultats" page 10. 





^identification du virus d'hepatite NANB epidemique sur laquelle se fonde la presente invention a mis en 
65 evidence que ['agent etiologique presume de cette forme d'hepatite n'a de lien ni avec le virus de I'hepatite A ni 
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avec le virus de I'hepatite B et qu'il est distinct des deux types d'hepatite NANB transmis par des transfusions 
sanguines. 

Conformement a I'invention, des IgM isoiees de serums de mammif eres infectes permettent de realiser des 
tests de diagnostic de i'hepatite NANB par caracterisation immunoenzymatique d'un antigeneassocle au virus 
de NANBH present dans les feces de patients atteinfs d'une forme epidemique d'hepatite NANB. 5 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, ('invention ne se limite nuliement k ceux de ses modes de mise en 
oeuvre, de realisation et duplication qui viennent d'etre decrits de facon plus explicite; etle en embrasse au 
contraire toutes les variantes qui peuvent ventr k r esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du cadre, 
ni de la portee, de la presente invention. 



Revendications 

1°) Anticorps anti-NANBH constitue par des IgM isoiees de serums de singes infectes artificiellement 1$ 
par des extraits de feces de patients connus pour etre atteints d'hepatite NANB epidemique. 

2°) Proc6de d'isolement d'un anticorps antr-NANBH k partir de serums de singes artificiellement 
infectes par ingestion d 'extraits de feces de patients atteints d'hepatite NANB epidemique, caracterise en 
ce que lesdits serums sont traites par chromatographic sur colonne de gel de dextrane dans du tampon 
Tris-NaCI 0,1 M, pH 8,0, pour isoler des IgM anti-NANBH. 20 

3°) Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que les s6rums de singes artificiellement 
infectes mis en oeuvre sont des serums preleves a. partir du 27eme jour apres I' Inoculation. 

4°) Reactif propre a. etre utilise pour la detection d'h6patites viraies NANB epidemiques, caracterise en 
ce qu'il comprend des IgM anti-NANBH fixees sur des supports solides. 

5°) Procede de preparation d'un reactif seion la revendication 4, caracterise en ce que les IgM isoiees 25 
conformement k Tune quelconque des revendications 2 ou 3, sont fixees sur des supports solides et 
notamment sur des plaques en PVC, par contact des IgM k des concentrations de I'ordre de 50 de 
proteines par ml de PBS, avec lesdits supports solides, pendant 18 & 24 heures k 4°C. 

6°) Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que les supports solides tels que plaques de 
PVC notamment, revetus d'lgM anti-NANBH, sont ensuite enduits d'une couche de PBS contenant 0,1o/o 30 
de BSA et 0,1o/o de Tween 20". 

7°) Methods de diagnostic d'hepatites viraies NANB epidemiques, caracterisee en ce que le reactif de 
detection constitue par les plaques enduites d'lgM est incube avec des extraits de feces pendant 1 heure 
a 37°C, puis avec des fractions d'lgG purifiees a partir de serums de patients conva lescents de NANBH 
epidemique et marquees par une enzyme, en presence d'un substrat revelateur approprie. 35 

8°) Methode de diagnostic seion ia revendication 7, caracterisee en ce que les fractions d'lgG sont 
marquees a la p-gaiactosldase et le substrat revelateur approprie est de preference constitue par 
rorthonitrophenyl-p-D-gaiactopyranoside. 

9°) IgG marquees par une enzyme destinees k etre utilisees en association avec les IgM anti-NANBH 
selon la revendication 1, pour la detection d'une hepatite virale NANB epidemique, lesquelles IgG sont 40 
caracterisees en ce qu'elles proviennent de serums de patients convalescents d'hepatites NANB 
epidemiques. 

10°) Procede d'obtention des IgG selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il consiste k purifier 
des serums de patients convalescents de NANBH epidemiques, par chromatographie sur colonne de 
DEAE-Trisacryl, puis k marquer les IgG isoiees de la sorte, par des methodes connues en eifes-memes, 45 
par une enzyme appropriee, de preference par la p-galactosidase. 

11°) Kit de diagnostic d'hepatites viraies NANB epidemiques, caracterise en ce qu'il comprend, outre 
les tampons, solvants et r6actifs usuels necessaires a la mise en oeuvre de la methode de diagnostic 
selon I'une quelconque des revendications 7 et 8, au moins un reactif de diagnostic constitue par des IgM 
anti-NANB sur un support solide, au moins un reactif constitue par des IgG marquees par une enzyme 50 
seion fa revendication 9, et au moins un substrat r6velateur de la reaction enzymatique, approprie. 

Revendications pour les Etats contractants suivants: AUTRICHE, ESPAGNE, GRECE 

1°) Procede d'isolement d'un anticorps anti-NANBH caracterise en ce que ledit anticorps est constitue 
par des IgM isoiees de serums de singes infectes artificiellement par des extraits de feces de patients 55 
connus pour etre atteints d'hepatite NANB epidemique. 

2°) Procede d'isolement d'un anticorps anti-NANBH k partir de serums de singes, artificiellement 
infectes par ingestion d'extraits de feces de patients atteints d'hepatite NANB epidemique, caracterise en 
ce que lesdits serums sont traites par chromatographie sur colonne de gel de dextrane dans du tampon 
Tris-NaCI 0,1 M, pH 8,0, pour isoler des IgM anti-NANBH. 60 

3°) Procede selon la revendication 2, caracterise en ce qua les serums de singes artificiellement 
infectes mis en oeuvre sont des serums preleves a partir du 27eme jour apres ("inoculation. 

4°) Procede de preparation d'un reactif propre k etre utilise pour la detection d'hepatites viraies NANB 
epidemiques, caracterise en ce que ledit r6actif comprend des IgM anti-NANBH fixees sur des supports 
solides. 65 
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5°) Procede de preparation d'un reactif selon la revendication 4, caracteris6 en ce que les IgM isolees 
conformement a Tune quelconque des revendications 2 ou 3, sont fixees sur des supports solides et 
notamment sur des plaques en PVC, par contact des IgM a des concentrations de l'ordre de 50 (ig de 
proteines par ml de PBS, avec lesdits supports solides, pendant 18 a 24 heures a 4°C. 
5 6°) Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que les supports solides tels que plaques de 

PVC notamment, revetus d'lgM anti-NANBH f sont ensurte enduits d'une couche de PBS contenant O,10/o 
de BSA et 0,1% de Tween 20". 

7°) Procede de diagnostic d'hepatites virales NANB epidemiques, caracterise en ce que ledit precede 
consiste a incuber le reactif de detection constitue par les plaques enduites d'lgM avec des extraits de 
10 feces pendant 1 heure a 37° C, puis avec des fractions d'lgG purifiees a partir de serums de patients 

convalescents de NANBH epidemique et marquees par une enzyme, en presence d'un substrat 
revelateur approprie. 

8°) Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que les fractions d'lgG sont marquees a la 
p-gaJactostdase et le substrat revelateur approprie est de preference constitue par I'orthonitrophenyl- 
15 p-D-galactopyranoside. 

9°) Procede d'obtention d'lgG marquees par une enzyme destinees aitre utilisees en association avec 
les IgM anti-NANBH selon la revendication 1, pour la detection d'une hepatite viraie NANB epidemique, 
caracterise en ce que lesdites IgG proviennent de serums de patients convalescents d'hepatites NANB 
epidemiques. 

20 10°) Procede cTobtention des IgG selon fa revendication 9. caracterise en ce qu'H consiste a purifier 

des serums de patients convalescents de NANBH epidemiques, par chromatographic sur cofonne de 
DEAE-Trisacryl, puis a marquer les IgG isolees de la sorte, par des methodes connues en elles-memes, 
par une enzyme appropriee, de preference par la f)-galactosidase. 
11°) Systeme de diagnostic, caracterise en ce que ledit systeme comprend, outre les tampons, 

25 soivants et reactifs usuels necessaires a fa mise en oeuvre du procede de diagnostic selon I'une 

quelconque des revendications 7 et 8, au rnbins un reactif de diagnostic constitue par des IgM anti-NANB 
sur un support solide, au moins un reactif constitue par des IgC marquees par une enzyme selon la 
revendication 9, et au moins un substrat revelateur de la reaction enzymatfque, approprie. 
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